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In der Forschung dient die Hauskatze (Felis catus) als Modellspezies für die Entwicklung und 
Verbesserung assistierter Reproduktionstechniken (Assisted reproductive techniques, ART) für 
wildlebende Katzenarten, von denen die meisten der 36 wildlebenden Arten auf der Roten Liste 
für bedrohte Tierarten als gefährdet eingestuft sind (International Union for Conservation of 
Nature Red List of threatened species, http://www.IUCN.org). Eine erfolgreich angewandte 
Methode der ART bei Hauskatzen ist die In-vitro-Produktion von Embryonen (IVP). Allerdings 
gestaltet sich die Übertragbarkeit der Protokolle auf andere Feliden aufgrund 
speziesspezifischer reproduktionsbiologischer Besonderheiten oft sehr schwierig. Der Zugang 
zu Eizellen und Spermien bzw. Eierstöcken und Hoden ist limitiert, zudem ist die Qualität des 
biologischen Materials aufgrund des Alters, Gesundheitszustandes sowie der teilweise langen 
Transportwege oft schlecht. Um trotzdem erfolgreich Embryonen in-vitro produzieren zu 
können, ist es nötig, die In-vitro-Bedingungen so weit wie möglich an die In-vivo-Situation im 
Eileiter, in dem die Reifung der Gameten, Befruchtung und frühe Embryonalentwicklung 
stattfinden, anzupassen.  
Das Ziel dieser Doktorarbeit war daher die Charakterisierung des felinen Oviductins, ein 
Glykoprotein, welches ausschließlich im Eileiter exprimiert wird und das in mehreren Studien 
bei anderen Tierarten einen positiven Effekt auf die Interaktion der Gameten, Befruchtung, 
Teilungsraten und Embryonalentwicklung gezeigt hat. 
Das Ziel in Artikel 1 war die Identifizierung der Gen-Sequenz des felinen Oviductins und die 
Beantwortung der Frage, wie Oviductin bei der Hauskatze im Verlauf des Zyklus sowohl auf 
mRNA- als auch auf Proteinebene exprimiert wird. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden 
wurde der vollständige kodierende Bereich des Oviductingens der Hauskatze (basierend auf 
mRNA/cDNA) identifiziert. Diese Sequenz kodiert ein Kernprotein aus 558 Aminosäuren mit 
einem Molekulargewicht von ca. 62 kDa (ohne posttranslationale Modifizierungen). Die 
Untersuchung der Expression von Oviductin-mRNA während des Zyklus wurde mit Real-time 
quantitativer PCR (qPCR) durchgeführt. Die Proteinexpression während des Zyklus wurde 
immunhistochemisch auf Eileitergewebeschnitten untersucht. Beide Ansätze zeigten eine 
zyklus- und somit vermutlich auch östrogenabhängige Expression von Oviductin. Die meisten 
mRNA-Kopien wurden während des Proöstrus und Östrus detektiert, wohingegen im Anöstrus 
und nach der Ovulation die mRNA-Expression stark absank. Auf den Gewebeschnitten fanden 
sich während des Proöstrus und Östrus im Eileiterepithel typische gefärbte Vesikel mit 
Oviductin. In den anderen Zyklusphasen war keine Immunreaktion zu sehen. Diese 
zyklusabhängige Expression wurde auch bei anderen Tierarten beobachtet und bestätigte die 
Vermutung, dass Oviductin auch bei der Hauskatze eine funktionelle Rolle spielen könnte. 
Im nächsten Schritt ging es um die Frage, ob Oviductin aus dem Eileiter einen positiven 
Einfluss auf die IVP bei Hauskatzen hat. Doch obwohl wir regelmäßig vom Tierheim Berlin 
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Eierstöcke und Eileiter nach Routinekastrationen erhielten, unterlagen die Qualität und die 
Anzahl der Proben starken Schwankungen. Die benötigten Eileiter aus der Follikelphase waren 
nur während der reproduktiven Zeit im Frühling vorhanden, zudem war der Gehalt an nativem 
Oviductin, welches durch Eileiterspülungen gewonnen und in funktionellen Versuchen 
eingesetzt werden sollte, extrem gering. 
Aus diesem Grund stellten wir in Artikel 2 Oviductin rekombinant in E.coli her. Da in E.coli 
keine posttranslationalen Modifikationen wie Glykosylierung möglich sind, aber natives 
Oviductin in verschiedenen Spezies als glykosyliert beschrieben wird, wurden zusätzlich 
eukaryotische Zellen (chinese hamster ovary cells, CHO-K1) mit der Oviductinsequenz 
transfiziert, um eine glykosylierte Version des Proteins zu synthetisieren. Das nicht-glykosylierte 
Protein wurde aus dem E.coli-Lysat mittels Anionenaustauschchromatographie und 
nachfolgender Metallaffinitätschromatographie (immobilized metal ion affinity chromatography, 
IMAC) isoliert. Die Western Blot Analyse der aus der IMAC gewonnenen aufgereinigten 
Fraktionen zeigte ein deutliches Signal im Molekulargewichtsbereich von ca. 67 kDa. Für die 
Isolierung des glykosylierten rekombinanten Oviductins wurden stabil transfizierte CHO-K1 
Zellen für zwei bis drei Tage in einem serum- und proteinfreien Medium kultiviert. Das 
Kulturmedium wurde anschließend gewonnen und aufkonzentriert. Für die Analyse des Erfolgs 
der rekombinanten Expression wurde das Konzentrat mittels Gelelektrophorese (sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) aufgetrennt.  
Der Einfluss des nicht-glykosylierten rekombinanten felinen Oviductins auf a) die Bindung von 
Spermien an die Zona Pellucida (ZP), b) die IVP sowie c) die Genexpression entwicklungs-
biologisch interessanter Proteine in Blastozysten wurde in Artikel 3 untersucht. Dabei zeigte 
sich, dass signifikant mehr Spermien an die ZP binden, wenn rekombinantes Oviductin 
anwesend war. Die Zugabe von Oviductin während der In-vitro-Fertilisation (IVF) hatte dagegen 
keinen Effekt auf Teilungsraten, Morula- oder Blastozystenraten. Im Gegensatz dazu zeigten 
Blastozysten, die sich nach der IVF mit Oviductin entwickelten, eine signifikant höhere mRNA-
Expression von Gap junction alpha-1 protein (GJA1), einem Transmembranprotein, das als 
Marker für die Qualität in-vitro produzierter Embryonen dient. 
Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Studien, dass das eileiterspezifische Glykoprotein 
Oviductin einen offensichtlichen Einfluss auf reproduktionsbiologische Vorgänge bei der 
Hauskatze hat. Mit rekombinant hergestelltem Protein können in Zukunft weitere Studien 
gemacht werden, um die biologische Funktion von Oviductin aufzuklären. Die Ergebnisse dieser 
Studien könnten dabei helfen, die In-vitro-Produktion von Embryonen bei bedrohten 








The domestic cat (felis catus) serves as a model to develop and improve assisted reproductive 
techniques (ART) for wild felid species from which most of them are listed on the IUCN Red List 
of threatened species (International Union for Conservation of Nature Red List of threatened 
species, http://www.IUCN.org). In-vitro embryo production (IVP) is successfully applied for the 
domestic cat but adaption to other felids because of the diversity in reproductive physiology is 
often difficult. The biggest challenge is to create an in-vitro environment as near as possible to 
in-vivo conditions within the oviduct where final maturation of gametes, fertilization and early 
embryo development occur. 
Therefore, the aim of this doctoral thesis was to characterize feline oviductin, a glycoprotein 
which is exclusively expressed in the oviduct. Several functional studies with other species 
could show an influence of oviductin on gamete interaction, fertilization, cleavage rates and 
embryo development. 
In article 1, we identified the gene sequence of the feline oviductin and examined oviductin 
expression during the oestrus cycle on both mRNA and protein level. Using methods of 
molecular biology, the full open reading frame for feline oviductin was sequenced, coding for a 
558-amino acid protein with a mass of ~62 kDa (without posttranslational modifications). 
Investigation of oviductin mRNA expression during the oestrus cycle was done using real time 
quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Protein expression during the oestrus cycle was 
analyzed using immunhistochemistry. Both approaches revealed a cycle-dependent and 
therefore probably an estrogen-dependent expression of oviductin. Highest oviductin mRNA 
copy numbers were found in oestrus whereas in anoestrus and the luteal phase mRNA 
expression decreased. The same pattern was seen on protein level. On oviductal tissue 
sections immunostained secretory cells were only found during oestrus. After ovulation and 
during anoestrus no immunoreaction was detectable. 
In a second step we wanted to use the native oviductin from feline oviducts to examine its 
influence on IVP. But although we received feline ovaries and oviducts regularly from the animal 
shelter Berlin, the sample size and quality were extremely fluctuating. Oviducts from oestrus 
stages were only available during the reproductive season in spring. In addition, the amount of 
native protein we could obtain from oviductal flushes and which should be used in functional 
studies, was very low. Therefore, in article 2 recombinant feline oviductin was produced using 
recombinant protein expression in E.coli. E.coli is not able to synthesize posttranslational 
modifications. For this reason, we transfected eukaryotic chinese hamster ovary cells (CHO-K1) 
with an oviductin-gen-containing plasmid to get a glycosylated recombinant protein. Non-
glycosylated oviductin was isolated from E.coli lysate using anion exchange chromatography 
followed by immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC). Western blot analysis of 
affinity purified fractions resulted in one clear protein band of ~67 kDa. For isolation of 
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glycosylated recombinant oviductin, stable transfected CHO-K1 cells were cultured in a serum- 
and protein-free medium for 2-3 days. Culture medium was harvested, concentrated and 
separated using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).  
Influence of non-glycosylated recombinant feline oviductin on a) sperm-zona pellucida (ZP) 
binding, b) IVP and c) gene expression of several proteins in blastocysts was examined in 
article 3. Sperm-zona binding was significantly higher when recombinant oviductin was present. 
Addition of oviductin during in-vitro fertilization (IVF) had no effect on cleavage, morula rates or 
blastocyst development. In contrast, in blastocysts developed from IVF with oviductin, we found 
a significantly higher mRNA expression of gap junction alpha protein 1 (GJA1). GJA1, a 
transmembrane protein, serves as a marker for in-vitro produced embryos. 
In conclusion, the presented studies show that oviduct-specific glycoprotein oviductin has an 
obvious effect on reproductive events in the domestic cat. Using recombinant protein, further 
studies can be performed to elucidate the biological role of oviductin. Results of these studies 


















Anatomie und Physiologie des Eileiters 
 
Der Eileiter, auch Tuba uterina, Ovidukt oder Salpinx genannt, beginnt als paariges Organ 
unmittelbar am Eierstock (Ovar), mit dem er aber nicht fest verbunden ist. Der kraniale Teil des 
Eierstocks wird vom Eileiter mit seinem fransigen Trichter (Infundibulum tubae uterinae) 
umfasst, wobei einige Fransen des Infundibulums mit dem Ovar verwachsen sind. Nach dem 
Trichter folgt nach kaudal ein relativ weiter Teil des Eileiters, die Ampulla tubae uterinae. Im 
letzten Abschnitt verengt sich der Eileiter im Isthmus tubae uterinae, der sich in zahlreichen 
Windungen am Eierstock vorbeischlängelt und am uterotubalen Übergang in das 
Gebärmutterhorn mündet. Die Gesamtlänge des adulten Eileiters beträgt bei der Hauskatze 40-
50 mm (König 1992). 
Mikroskopisch kann man im Eileiter von innen nach außen drei Schichten differenzieren. Von 
der innen liegenden Schleimhaut (Tunica mucosa) aus werden Falten gebildet, die je nach 
Abschnitt des Eileiters unterschiedlich weit in das Lumen hineinreichen. Sie dienen der 
Oberflächenvergrößerung und sind im Bereich des Trichters und der Ampulle am größten und 
weisen zusätzlich eine starke Verzweigung auf. Im Bereich des Isthmus sind wenige und flache 
Falten zu finden. Das zum Lumen des Eileiters gerichtete Epithel ist ein einschichtig 
hochprismatisches Epithel, das zum größten Teil aus zilientragenden Zellen (Flimmerzellen) 
und sekretorischen Zellen (Drüsenzellen) besteht. Die Muskelschicht (Tunica muscularis) 
beinhaltet die Muskulatur aus glatten Muskelzellen, die dem Eileiter kontraktile Bewegungen 
ermöglicht. Die Stärke der Muskelschicht nimmt vom Isthmus Richtung Ampulle ab. Die Tunica 
serosa überzieht den Eileiter von außen mit einem einschichtigen Plattenepithel (Hees 1992).  
Die Eierstocktasche (Bursa ovarica), die auch den Eileiter umgibt, sorgt dafür, dass die 
ovulierten Eizellen in den Trichter gelangen. Durch starken Zilienschlag der Epithelzellen und 
der Peristaltik der Tunica muscularis werden die Eizellen bis in die Gebärmutter (Uterus) 
transportiert. Die Wanderung der Eizellen durch den Eileiter dauert bei der Katze 4–7 Tage. 
 
 
Der Zyklus der Hauskatze 
 
Der Sexualzyklus der Katze ist polyöstrisch und unter natürlichen Lichtbedingungen saisonal 
(Wildt et al. 1981). Im Alter zwischen 6 und 9 Monaten kommt das Tier in die erste Rolligkeit. 
Die Ovulation wird bei der Katze durch den Deckakt induziert, meist durch 
Mehrfachbedeckungen. Allerdings sind auch spontane Ovulationen ohne Penetration möglich 
(Pelican et al. 2005). Falls es nicht zur Begattung kommt, läuft ein anovulatorischer Zyklus 
(Interöstrus) ab, der zwei bis vier Wochen andauert. Anschließend wird die Katze wieder rollig. 
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Erfolgt eine Kopulation, ohne dass es zur Befruchtung kommt, spricht man von Diöstrus oder 
Pseudogravidität. Die pseudogravide Lutealphase dauert 35-40 Tage, dann wird ein neuer 
Zyklus eingeleitet. Nach einer erfolgreichen Befruchtung dauert die Trächtigkeit 60-69 Tage. Im 
Spätsommer mit geringerer Tageslichtlänge bildet sich bei der Katze keine neue Follikelwelle 
mehr, es folgt die Phase des Anöstrus, die zwischen 50-150 Tage andauern kann (König 1992). 
 
 
Struktur von Oviductin 
 
Oviductin ist ein Glykoprotein, welches der Glykosylhydrolase Familie 18 zugeordnet werden 
kann, wobei bis jetzt in keiner untersuchten Tierart eine enzymatische Aktivität des Proteins 
nachgewiesen werden konnte. Oviductin mRNA wurde in Eileitern zahlreicher Spezies 
nachgewiesen, unter anderem bei Mensch (Arias et al. 1994), Pavian (Jaffe et al. 1996, Sendai 
et al. 1994), Rind (Sendai et al. 1994), Schwein (Buhi et al. 1996), Ziege (Pradeep et al. 2011), 
Schaf (DeSouza and Murray 1995), Hamster (Suzuki et al. 1995) und Maus (Sendai et al. 
1995). Die entsprechenden Gensequenzen kodieren für ein Protein aus 527-721 Aminosäuren 
mit einem Molekulargewicht von 58,5-76,5 kDa. Das Kernprotein zeigt eine hochkonservierte N-
terminale Region mit Übereinstimmungen von 77%–84% zwischen den Arten. Große 
Unterschiede finden sich dagegen in der C-terminalen Region von Oviductin mit 
Übereinstimmungen von nur 37%–63%. In diesem Bereich befinden sich Glykosylierungsstellen 
für Kohlenhydratketten, die sowohl N-glykosidisch als auch O-glykosidisch gebunden sein 
können und deren Anzahl zwischen den Spezies stark variiert. Bei einigen Arten findet man im 
C-Terminus außerdem mehrere sich wiederholende Serin/Threonin-reiche 
Aminosäureeinheiten, sogenannte tandem-repeat Sequenzen. Diese tandem-repeats sind ein 
typisches Kennzeichen von Mucinen (Strous and Dekker 1992), die zahlreiche dieser Einheiten 
aufweisen. Mucine sind membrangebundene oder sekretierte Glykoproteine und bilden den 
strukturgebenden Teil des Schleims auf den Schleimhäuten. Serin/Threonin-Einheiten 
beinhalten potentielle Bindungsstellen für O-glykosidisch gebundene Kohlenhydratketten. Durch 
die massive Glykosylierung sind Mucine vor Proteolyse und dem Angriff von Säuren geschützt 
und erhalten je nach Glykosylierung adhäsive bzw. antiadhäsive Eigenschaften. Der Grad der 
Glykosylierung scheint auch bei Oviductin zu unterschiedlichen Isoformen des Proteins zu 
führen. Bei Schaf, Mensch, Pavian und Hamster existieren mindestens zwei Isoformen – eine 
basische und eine saure (Buhi 2002). Im Schwein wurden drei Isoformen (Kouba et al. 2000), 





Expression von Oviductin 
 
Die Expression und Synthese von Oviductin ist bei fast allen Spezies von der 
Östrogenkonzentration im Blutplasma abhängig und erreicht ihr Maximum bei Schwein, Schaf 
und Pavian zum Zeitpunkt des Östrus bzw. der späten Follikelphase beim Menschen (Buhi et 
al. 1996, DeSouza and Murray 1995, Verhage et al. 1997, Lok et al. 2002). Unter dem Einfluss 
von Östrogen bilden sich in den Drüsenzellen des Eileiterepithels sekretorische Vesikel aus, 
von welchen Oviductin in das Eileiterlumen abgegeben wird. In der Lutealphase ist Oviductin 
unter dem Einfluss von Progesteron bei diesen Spezies nur noch schwach oder gar nicht mehr 
nachweisbar (Buhi et al. 1996, Buhi et al. 1991, Verhage et al. 1988, Verhage and Fazleabas 
1988). Im Gegensatz dazu findet man bei Arten mit einem relativ kurzen Zyklus diese 
östrogenabhängige Synthese von Oviductin nicht. Beim Kaninchen zeigt sich während des 
gesamten Zyklus eine gleichmäßige Expression von Oviductin-mRNA (Merchan et al. 2007). 
Auch beim Hamster wird Oviductin während des Zyklus kontinuierlich sowohl auf mRNA- als 
auch auf Proteinebene exprimiert (McBride et al. 2004, Komiya et al. 1996, Paquette et al. 
1995). Mit Ausnahme von Ratte und Pferd konnte in allen bis jetzt untersuchten Säugetierarten 
die Synthese von Oviductin nachgewiesen werden. Bei Ratte und Pferd liegt Oviductin dagegen 
als Pseudogen vor und dient damit nicht mehr als Vorlage für ein funktionales Protein (Tian et 
al. 2009, Mugnier et al. 2009). Obwohl Oviductin als eileiterspezifisches Glykoprotein 
beschrieben ist, konnte im Kaninchen die Expression von Oviductin-mRNA im Uterus sowie im 
Ovar und beim Menschen im Endometrium nachgewiesen werden (Merchan et al. 2007, 
Punyadeera et al. 2005). Allerdings war die Expression von Oviductin im Uterus und Ovar von 
Kaninchen etwa 5000-mal niedriger als die Expression im Eileiter (Merchan et al. 2007). 
 
 
Interaktion mit Eizellen 
 
Die Bindung von Oviductin an Eizellen während des Transports durch den Eileiter konnte bei 
allen bisher untersuchten Säugetieren nachgewiesen werden. 1985 identifizierten Kapur and 
Johnson bei der Maus ein Glykoprotein, das an ovulierte Eizellen und frühe Embryonen, aber 
nicht an Eizellen, welche direkt aus dem Ovar isoliert wurden, gebunden hatte. Da an solchen 
präovulatorischen Eizellen nach der Inkubation in Eileiterflüssigkeit das Glykoprotein ebenfalls 
nachgewiesen werden konnte, vermuteten Kapur and Johnson das Eileiterepithel als primären 
Syntheseort (Kapur and Johnson 1985). In nachfolgenden Studien wurde die Interaktion von 
Oviductin und Eizelle bei zahlreichen Spezies bestätigt. Oviductin bindet an die Zona pellucida 
(ZP) bzw. den perivitellinen Raum bei Pavian (Fazleabas and Verhage 1986, Boice et al. 1990), 
Rind (Wegner 1991, Boice et al. 1992), Schaf (Gandolfi et al. 1991), Schwein (Buhi et al. 1993) 
und Hamster (Leveille et al. 1987, Robitaille et al. 1988). Bei Pavian, Hamster und Schaf bindet 
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Oviductin auch an die Membran von Blastomeren früher Embryonen (Boice et al. 1990, Kan et 
al. 1993, Gandolfi et al. 1991) und konnte bei Pavian und Hamster mit Hilfe der 
Immunogoldmarkierung sogar im Zytosol der Blastomeren detektiert werden. Hier wurde das 
Protein vor allem in Endosomen und Lysosomen lokalisiert (Boice et al. 1990, Kan et al. 1993).  
Neuere Untersuchungen am Schwein vermuten eine Beteiligung von Oviductin am 
sogenannten „pre-fertilization zona pellucida hardening“ (Coy and Aviles 2009). Bei In-vitro-
Befruchtungen beim Schwein kommt es zu Polyspermieraten von bis zu 65%, während die In-
vivo-Befruchtung Polyspermieraten von ca. 28% aufweist (Wang et al. 1998). Auch bei anderen 
Tierarten gibt es Polyspermie in In-vitro-Systemen. Beim Rind liegt die Rate zwischen 5%-45% 
(Iwata et al. 2008), bei Schaf und Ziege bei ca. 20% (Slavik et al. 2005, Mogas et al. 1997). Um 
Mehrfachbefruchtungen zu verhindern, kommt es bei Säugetiereizellen in-vivo nach dem ersten 
Kontakt mit einem Spermium und der Fusion mit der Eizellmembran zur Kortikalreaktion, bei der 
kortikale Granulae der Eizelle mit der Plasmamembran verschmelzen und durch Exozytose 
Enzyme sowie Proteoglykane in den perivitellinen Raum abgeben. Die ZP härtet aus und wirkt 
als Block gegen Polyspermie (Campbell and Reece 2003). Doch obwohl beim Schwein diese 
Reaktionen nach der IVF sowohl bei in-vivo gereiften Eizellen aus dem Eileiter als auch bei in-
vitro gereiften Eizellen gleich ablaufen, kommt es dennoch bei in-vitro gereiften Eizellen zu 
einer höheren Polyspermierate als in-vivo (Wang et al. 1998). Yang and Yanagimachi 
beobachteten, dass sich die Morphologie der ZP von präovulatorischen porzinen Eizellen nach 
der Inkubation in Eileiterflüssigkeit an die der Eizellen aus dem Eileiter angleicht (Yang and 
Yanagimachi 1989). Sie schlussfolgerten, dass im Eileiter „zona-verändernde“ Faktoren, 
wahrscheinlich Glykoproteine, vorhanden sein müssen. Die Bindung von Oviductin an die ZP 
und die Lokalisierung im perivitellinen Raum führten bei Coy et al. zu der Vermutung, dass 
Oviductin an dieser „Reifung“ der ZP im Eileiter beteiligt sein könnte und damit, unabhängig von 
der Kortikalreaktion, zu einem zusätzlichen Schutz vor Polyspermie führt (Coy and Aviles 2009). 
Der Aufenthalt von Eizellen im Eileiter führt vor allem zu einer erhöhten Proteolyseresistenz der 
ZP. Beim Rind dauert es 0-20 Minuten bis die ZP von in-vitro gereiften bzw. präovulatorischen 
Eizellen vollständig von Pronase verdaut wird. Bei Eizellen, die nach der Ovulation aus dem 
Eileiter entnommen wurden, dauert es dagegen 2-24 Stunden (Coy et al. 2008a, Katska et al. 
1989). Beim Schwein erhöht sich die Dauer der Resistenz von ca. 1,5 Minuten auf 228 Minuten. 
Inkubiert man in-vitro gereifte porzine Eizellen mit Eileiterflüssigkeit und führt dann eine IVF 
aus, kommt es bei gleichbleibender Penetrationsrate zu einer signifikant niedrigeren 






Interaktion mit Spermien 
 
Bei der Bindung von Oviductin an Spermien gibt es zwischen den Arten Unterschiede. Beim 
Hamster wurde Oviductin vor allem an der akrosomalen Kappe und in der postakrosomalen 
Region nachgewiesen (Boatman and Magnoni 1995, Kimura et al. 1994). Bei kapazitierten 
Spermien ist in diesen Bereichen der Spermienmembran signifikant mehr Oviductin gebunden, 
wohingegen nach Induktion der Akrosomenreaktion die postakrosomale Region kaum noch 
Oviductin gebunden hat (Kan and Esperanzate 2006). Beim Rind konnte Oviductin im Bereich 
des gesamten Spermienkopfes und des Mittelstücks detektiert werden (King et al. 1994). 
Bovine Spermien, die in Medium mit Oviductin inkubiert wurden, wiesen eine signifikant höhere 
Kapazitationsrate auf als Spermien in einem Medium ohne Oviductin (King et al. 1994). Abe et 
al. fanden nach Inkubation mit aufgereinigtem Oviductin eine bessere Lebensfähigkeit und 
erhöhte Motilität boviner Spermien (Abe et al. 1995). Im Gegensatz zu Hamster und Rind 




Einfluss von Oviductin auf Befruchtung und Embryonalentwicklung 
 
Beim Schwein führt die Inkubation in-vitro gereifter Eizellen mit aufgereinigtem Oviductin vor der 
IVF zu einer signifikant niedrigeren Polyspermierate, da weniger Spermien an die Eizelle 
binden, sowie zu einer erhöhten Befruchtungsrate (McCauley et al. 2003, Kouba et al. 2000). 
Interessanterweise sinkt die Polyspermie in gleichem Maß, wenn entweder Eizellen oder 
Spermien mit Oviductin inkubiert werden. Ein synergistischer Effekt, wenn sowohl Eizellen als 
auch Spermien vorinkubiert wurden, konnte nicht beobachtet werden. Um einen Effekt von 
Oviductin auf die Embryonalentwicklung unabhängig von der Befruchtung zu testen, wurden 
frühe Embryonen nach In-vitro-Reifung der Eizellen und nachfolgender IVF in Oviductin-freiem 
Medium in oviductinhaltiges Kulturmedium umgesetzt (McCauley et al. 2003). Diese Embryonen 
zeigten eine signifikant höhere Teilungsrate sowie eine höhere Blastozystenrate als die 
Kontrollgruppe in Oviductin-freiem Medium (McCauley et al. 2003). Auch beim Schaf kommt es 
zu einer verbesserten Teilungsrate und es entwickeln sich mehr Blastozysten, wenn Oviductin 
zur IVF zugegeben wird (Hill et al. 1996b). Ein embryotropher Effekt wie beim Schwein konnte 
jedoch nicht beobachtet werden, wenn Oviductin erst nach der IVF supplementiert wurde (Hill et 
al. 1996a). Die Inkubation boviner Eizellen mit Oviductin vor der IVF führt ebenfalls zu besseren 
Befruchtungsraten. Die Inkubation von Spermien mit Oviductin hat beim Rind im Gegensatz 
zum Schwein allerdings keinen Einfluss auf die Befruchtung (Martus et al. 1998). Sowohl bei 
Schwein als auch bei Rind konnten diese biologischen Effekte mit dem Einsatz spezifischer 
Antikörper gegen Oviductin geblockt werden (Kouba et al. 2000, Martus et al. 1998). Pradeep et 
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al. fanden bei Ziegen einen konzentrationsabhängigen Effekt von Oviductin auf Befruchtung 
und Embryonalentwicklung. Die Zugabe von 10 µg/ml Oviductin während der In-vitro-Reifung 
der Eizellen, der IVF und der Kultivierung der Embryonen führte zu signifikant höheren 
Teilungs-, Morula- und Blastozystenraten, wohingegen Konzentrationen von 50 µg/ml bzw. 100 





Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, die Expression und Synthese des felinen 
Oviductins während des Zyklus zu analysieren und in funktionellen In-vitro-Versuchen den 
Einfluss des Proteins auf die Befruchtung und frühe Embryonalentwicklung bei der Hauskatze 
zu untersuchen. Aufgrund der schlechten Verfügbarkeit von nativem felinen Oviductin sollte das 
Glykoprotein für die funktionellen Versuche in einer Hamsterzelllinie rekombinant hergestellt 
werden. Die Produktion von nicht-glykosyliertem rekombinanten Oviductin in E.coli sollte als 
Kontrolle für den Einfluss der Glykosylierung  auf reproduktionsbiologische Funktionen dienen.  
Bei positiven Effekten von Oviductin auf die In-vitro-Produktion feliner Embryonen ergibt sich 
die Chance, durch Zugabe des rekombinanten Oviductins, auch die IVP anderer Feliden zu 
verbessern und so einen Beitrag zur Verbesserung assistierter Reproduktionstechniken für 










Zusammenfassung der Artikel 
 
Artikel 1*: 
Alexandra Hachen, Katarina Jewgenow & Beate C. Braun  
Sequence analysis of feline Oviductin and its expression during the estrous cycle in the 
domestic cat (Felis catus)  
 
In dieser Arbeit wurde die vollständige Gen-Sequenz des felinen Oviductins identifiziert und 
dessen Expression während verschiedener Zyklusphasen sowohl auf mRNA- als auch auf 
Proteinebene untersucht. Eileiter und Eierstöcke erhielten wir nach Routinekastrationen von 
Hauskatzen sowie wildlebenden Katzen aus dem Tierheim Berlin. Für die Sequenzanalyse 
wurde RNA aus vier Eileitern isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe der PCR wurden 
insgesamt vier überlappende Fragmente des felinen Oviductins amplifiziert, die am Ende zu 
einer vollständigen Sequenz zusammengesetzt werden konnten. 
Für die Untersuchung der Expression während des Zyklus auf mRNA-Ebene wurden Eileiter 
anhand der Morphologie der dazugehörigen Eierstöcke in fünf verschiedene Zyklusphasen 
eingeordnet: Anöstrus bzw. inaktiv (keine Follikel auf dem Eierstock sichtbar), Proöstrus bzw. 
frühe Follikelphase (Follikel 1-2 mm), Östrus bzw. späte Follikelphase (Follikel > 2 mm), frisch 
ovuliert (ein oder mehrere corpora hämorrhagica sichtbar) und Gelbkörperphase (ein oder 
mehrere Gelbkörper sichtbar). Mit Hilfe der qPCR wurde die Expression von Oviductin sowohl in 
der Ampulle als auch im Isthmus analysiert. Neben Oviductin wurden zusätzlich drei 
Referenzgene für die Normalisierung der Expression amplifiziert. Die Quantifizierung der 
mRNA-Kopien erfolgte durch eine Standardkurve mit Plasmid-DNA aus klonierter Oviductin 
cDNA bzw. klonierten cDNA-Abschnitten der Referenzgene. 
Die Untersuchung der Expression während des Zyklus auf Protein-Ebene erfolgte mit Hilfe der 
Immunhistochemie auf Eileitergewebeschnitten. 
 
Die Ergebnisse dieser Studie waren: 
 
1. Die feline Oviductinsequenz besteht aus 1677 Basenpaaren, die für ein 558 
Aminosäuren langes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 62 kDa kodieren. Die 
abgeleitete Proteinsequenz besitzt eine potentielle N-glykosidische sowie sechs 
potentielle O-glykosidische Bindungsstellen, die alle im C-terminalen Bereich liegen. 
Die Übereinstimmung der Sequenz mit anderen Spezies liegt in der N-terminalen 
Region des Proteins (Aminosäure 1-385) bei 74%-80%, während die 
Übereinstimmung im C-terminalen Bereich (Aminosäure 386-558) bei 24%-48% liegt.  
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2. Bei der Hauskatze zeigte sich eine zyklus-abhängige mRNA-Expression mit maximaler 
Expression während der frühen und späten Follikelphase. In den anderen 
Zyklusstadien sank die Expression signifikant ab. Während des Zyklus bestand kein 
Unterschied in der Expression zwischen Ampulle und Isthmus, außer in der frühen 
Follikelphase, in welcher die mRNA-Expression in der Ampulle höher war als im 
Isthmus. 
 
3. Die zyklus-abhängige mRNA-Expression spiegelte sich auch auf Proteinebene wider. 
Die stärksten immunhistochemischen Signale fanden sich während der Follikelphasen 
(Proöstrus/Östrus). Sowohl in der Ampulle als auch im Isthmus waren an der apikalen 
Seite der Drüsenzellen des Eileiterepithels typische, braun gefärbte sekretorische 
Vesikel zu sehen. Diese Immunreaktion war in keiner der drei anderen Zyklusphasen 
zu finden.  
 
Mitwirkung der Autoren: 
 
Alexandra Hachen: Sammeln des Probenmaterials, Erstellen der Laborprotokolle, 
Durchführen der Versuche, Analyse und Auswertung der  
Ergebnisse sowie Schreiben des Manuskripts 
Katarina Jewgenow: Betreuung des Projekts, Diskussion der Projektplanung und 
Korrektur des Manuskripts  
Beate C. Braun: Erstellen des Konzepts und Betreuung des Projekts, Erstellen der 
Laborprotokolle, Analyse der Ergebnisse, Korrektur des 
Manuskripts  
 
* Teile des Manuskripts basieren auf der Diplomarbeit von Alexandra Kaffenberger 
(„Charakterisierung des Oviductins der Hauskatze (Felis catus)“) 
Dazu gehören das Sammeln des Probenmaterials, die Identifizierung der Gen-Sequenz und 




Alexandra Hachen, Katarina Jewgenow, Eberhard Krause & Beate C. Braun  
Recombinant feline Oviductin - a powerful tool for functional IVF studies in the domestic 
cat  
 
In dieser Arbeit wurde felines Oviductin rekombinant hergestellt, um unabhängig von schwer 
verfügbarem nativem Protein zu sein. Das rekombinante Oviductin sollte anschließend in 
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funktionellen Versuchen eingesetzt werden. Für die nicht-glykosylierte Variante wurde die 
Oviductin cDNA-Sequenz zunächst in einen Vektor (pET-21b) kloniert und in E.coli (JM109) 
transformiert. Dieser Vektor trägt eine C-terminale Polyhistidinsequenz (His-Tag), die für die 
spätere Aufreinigung und Western Blot Analyse eine Rolle spielt. Nach einer Kontroll-
Sequenzierung wurden Plasmide mit der gewünschten Sequenz in einen E.coli 
Expressionsstamm (BL21DE3) transformiert. Diese Zellen wurden kultiviert und die 
rekombinante Expression wurde bei einer optischen Dichte von 550 nm mit Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Für die Isolierung des rekombinanten Proteins wurden 
die Bakterienzellen in einen Lysepuffer überführt und anschließend mit Hilfe von Ultraschall 
aufgeschlossen. Die Aufreinigung des Lysats erfolgte zunächst über eine 
Anionenaustauschchromatographie. Oviductin enthaltende Fraktionen wurden dann nochmals 
über eine Metallaffinitätschromatographie (IMAC) aufgereinigt. Hierbei bindet der His-Tag des 
rekombinanten Oviductins an eine Nickelionen-haltige Säule und das gebundene Protein wird 
mit Hilfe eines steigenden Imidazol-Gradienten wieder eluiert. Die Auftrennung und Analyse der 
Proteinfraktionen erfolgte über SDS-PAGE und Western Blot, bei dem ein anti-His Antikörper 
verwendet wurde. 
Für die glykosylierte Variante wurde die Oviductinsequenz aus dem pET-21b-Vektor 
geschnitten und in einen Expressionsvektor (pSecTag/HygroA) für die rekombinante Expression 
in eukaryotischen Zellen ligiert. Dieser Vektor trägt eine Sequenz für Proteinsekretion, die dazu 
führt, dass rekombinantes Protein aus der Zelle in das Kulturmedium abgegeben wird. Der 
Vektor mit korrekt eingebauter Oviductinsequenz wurde in CHO-K1 Zellen transfiziert. Um eine 
stabile Transfektion zu erreichen, wurden die Zellen in einem Selektionsmedium mit 
Hygromycin B kultiviert. Für die Isolierung des Oviductins wurden die transfizierten CHO-K1 
Zellen in einem serum- und proteinfreien Medium kultiviert. Das Kulturmedium wurde 
gewonnen, aufkonzentriert und mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt. 
Bei beiden Proteinvarianten wurden Proteinbanden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und 
massenspektrometrisch analysiert. 
 
Die Ergebnisse dieser Studie waren: 
 
1. Nicht-glykosyliertes Oviductin wurde im ersten Aufreinigungsschritt mit einer NaCl-
Konzentration zwischen 400 mM und 700 mM von der Anionenaustauschersäule eluiert. 
Diese Fraktionen wurden nochmals mit IMAC aufgereinigt. Hier wurde Oviductin mit 
einer Imidazol-Konzentration  zwischen 160 mM und 350 mM von der Säule eluiert. 
Nach der Induktion von 1 l Bakterienkultur war nach der Aufreinigung ca. 1 mg 
rekombinant  hergestelltes Oviductin (vermutete Reinheit ca. 20%) verfügbar. Die SDS-
PAGE der aufgereinigten Fraktionen zeigte eine Bande im erwarteten Bereich von ca. 
67 kDa. In der Western Blot Analyse konnte diese Bande als Oviductin identifiziert 
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werden. Durch massenspektrometrische Analyse wurden in dieser Bande 55 
Oviductinpeptide, die ca. 72% der gesamten Proteinsequenz abdecken, identifiziert. 
 
2. Die SDS-PAGE des Kulturmediums transfizierter CHO-K1 Zellen zeigte Proteinbanden 
im Bereich von ca. 70 kDa, 85 kDa und 170 kDa. Der Western Blot zeigte keine 
spezifischen Signale, dennoch konnten in den Proteinbanden mittels 
Massenspektrometrie Oviductinpeptide nachgewiesen werden. So wurden drei Peptide 
in der 70 kDa Bande, vier Peptide in der 85 kDa Bande und zwei Peptide in der 170 kDa 
Bande identifiziert. Alle Oviductinpeptide stammten aus der N-terminalen Region des 
Proteins 
 
Mitwirkung der Autoren: 
 
Alexandra Hachen: Erstellen der  Laborprotokolle, Durchführen der Versuche, 
Analyse und Auswertung der Ergebnisse sowie Schreiben des 
Manuskripts 
Katarina Jewgenow: Betreuung des Projekts, Diskussion der Projektplanung und 
Korrektur des Manuskripts 
Eberhard Krause: Durchführung der massenspektrometrischen Analysen, Durchsicht 
des Manuskripts    
Beate C. Braun: Erstellen des Konzepts und Betreuung des Projekts, Analyse der  




Romy Hribal*, Alexandra Hachen*, Katarina Jewgenow, Jennifer Zahmel, Lorena Fernandez-
Gonzalez & Beate C. Braun  
The influence of recombinant feline Oviductin on different aspects of domestic cat (Felis 
catus) IVF and embryo quality 
* Die Beiträge beider Autoren sind gleichberechtigt. 
 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von rekombinant hergestelltem nicht-glykosylierten Oviductin 
auf die Bindung von Spermien an die ZP, die IVP sowie die Genexpression in daraus 
entstandenen Blastozysten untersucht. Die Analyse der Spermien-Zona-Bindung wurde mit 
Hilfe eines Hemizona Assays (HZA) durchgeführt. Dafür wurden Eizellen mit einem Laser in 
zwei Hälften geteilt, das Ooplasma entfernt und beide Zonahälften bis zum Versuch bei -80°C 
gelagert. Im Hemizona Assay wurde eine Hälfte mit Spermien und nicht-glykosyliertem 
Oviductin (100 µg/ml) inkubiert, die dazugehörige zweite Hälfte wurde mit Spermien ohne 
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Oviductin inkubiert. Nach der Färbung der Zonahälften wurden die gebundenen Spermien 
mikroskopisch ausgezählt. 
Für die IVP-Versuche wurden Kumulus-Oocyten-Komplexe isoliert und für 24 Stunden gereift. 
Anschließend wurde eine IVF mit nicht-glykosyliertem Oviductin bzw. ohne Oviductin 
durchgeführt. Nach 18 h wurden die Eizellen beider Gruppen in Oviductin-freies Kulturmedium 
umgesetzt und täglich die Entwicklung beurteilt.   
Die daraus entstandenen Blastocysten wurden in bei -80°C gelagert um den Einfluss von 
Oviductin während der IVF auf die Expression verschiedener entwicklungsbiologisch relevanter 
Gene zu untersuchen. Die mRNA einzelner Embryonen aus beiden Gruppen wurde isoliert, in 
cDNA umgeschrieben und mittels RT-qPCR analysiert. 
 
Die Ergebnisse dieser Studie waren: 
 
1. Insgesamt wurden 50 Zonae pellucidae geteilt und mit Spermien und Oviductin bzw. 
ohne Oviductin inkubiert. Die Zugabe von Oviductin führte zu signifikant mehr 
gebundenen Spermien. Im Durchschnitt konnten 161,3±113,4 gebundene Spermien 
(+Oviductin) und 109,4±95,4 gebundene Spermien (-Oviductin) ausgezählt werden. 
 
2. Die Zugabe von rekombinantem Oviductin zur IVF hatte keinen Effekt auf Teilungs-, 
Morula- oder Blastozystenraten. 
 
3. Die Expression acht verschiedener Gene (DNMT1, DNMT3A, OCT4, HSP70, BAX, 
GAPDH, GJA1, IGF1R) wurde in 16 (+Oviductin) und 13 (-Oviductin) einzelnen 
Blastozysten untersucht. Blastozysten, die sich aus der IVF +Oviductin entwickelten, 
zeigte eine signifikant höhere Expression von GJA1. Bei allen anderen Genen zeigte 
sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen. 
 
Mitwirkung der Autoren: 
 
Romy Hribal: Erstellen der  Laborprotokolle, Durchführen des HZA, der IVP-
Versuche und embryonalen Genexpression, Analyse und 
Auswertung der Ergebnisse sowie Schreiben des Manuskripts 
Alexandra Hachen: Erstellen der  Laborprotokolle, Durchführen des HZA und IVP-
Versuche, Analyse und Auswertung der Ergebnisse, Schreiben 
des Manuskripts 
Katarina Jewgenow: Betreuung des Projekts, Diskussion der Projektplanung und 
Korrektur des Manuskripts 
Jennifer Zahmel: Durchführen des HZA, Durchsicht des Manuskripts 
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Der Eileiter von Säugetieren ist an einer Vielzahl wichtiger Prozesse beteiligt, die für die 
Physiologie der Gameten, die Befruchtung und die frühe Embryonalentwicklung nötig sind 
(Hunter 1998). Das Milieu im Eileiter setzt sich aus Sekreten des Epithels sowie des 
Blutplasmas zusammen und enthält Stoffwechselkomponenten wie Glucose, Laktat, Pyruvat 
und Aminosäuren, deren Konzentration sich von der des Blutplasmas oder der Uterusflüssigkeit 
unterscheidet (Hugentobler 2008, Leese et al. 2008, Li et al. 2007). Zahlreiche Proteine konnten 
bis jetzt in der Eileiterflüssigkeit detektiert werden und es werden immer noch neue 
Komponenten gefunden. Diese Proteine gehören zu unterschiedlichsten Gruppen wie 
Wachstumsfaktoren, Hormone und Rezeptoren, Proteasen und Proteaseinhibitoren, 
antioxidative Substanzen, Glykosidasen und Glykosyltransferasen, Proteoglykane und Proteine 
der Immunabwehr. Die Aktivität mancher Proteine, z.B. der Glykosidasen, ist östrogenabhängig 
und ändert sich während des Zyklus (Carrasco et al. 2008a, Carrasco et al. 2008b) und einige 
Proteine liegen in der Ampulle in einer anderen Konzentration vor als im Isthmus. Eizellen, 
Spermien und Embryonen befinden sich zu unterschiedlichen Zeiten an verschiedenen Stellen 
innerhalb des Eileiters und es scheint, dass die Zusammensetzung der Eileiterflüssigkeit ein 
dynamischer Prozess ist, welcher vor allem hormonell, aber auch durch die Gameten selbst 
beeinflusst und modifiziert wird (Kodithuwakku et al. 2007, Georgiou et al. 2007). Die Ko-Kultur 
mit Eileiterepithelzellen bzw. Eileitergewebe während der In-vitro-Produktion von Embryonen 
hat bei mehreren Spezies und auch bei der Hauskatze einen positiven Einfluss auf Befruchtung, 
Teilungsraten und Blastozystenentwicklung (Rizos et al. 2010, Xu et al. 2004, Lengwinat et al. 
1993). Allerdings ist die Zugabe somatischer Zellen oder Gewebe aufgrund der komplexen 
Methodik, ungenügender Wiederholbarkeit sowie Kontaminationsrisiken für die routinemäßige 
In-vitro-Produktion von Embryonen nicht praktikabel. Trotzdem ist das Ziel, die Bedingungen 






Oviductin ist ein Glykoprotein, das in den meisten Spezies exklusiv im Eileiter exprimiert wird 
(Araki et al. 2003, Verhage et al. 1998). Während des Östrus gehört es zu den am stärksten 
synthetisierten Proteinen des sekretorischen Epithels im Eileiter (Mondejar et al. 2012). Diese 
gewebespezifische Expression, die östrogenabhängige Regulation sowie die hochkonservierte 
N-terminale Region von Oviductin sprechen dafür, dass dieses Glykoprotein eine bedeutende 
biologische Rolle in der Reproduktion spielt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, felines 
Oviductin näher zu charakterisieren, die Expression während des Zyklus zu analysieren, das 
Protein rekombinant herzustellen und zu testen, ob rekombinant hergestelltes Oviductin einen 
Einfluss auf die Bindung zwischen Eizelle und Spermien, auf die IVF und/oder auf die frühe 
Embryonalentwicklung bei der Hauskatze hat. 
Die abgeleitete Aminosäurensequenz des felinen Oviductins zeigt im N-terminalen Bereich 
Übereinstimmungen zu anderen Spezies von ca. 80%, wohingegen der C-Terminus nur zu 24% 
bis 47% übereinstimmt. In dieser Region befinden sich bei der Hauskatze sechs potenzielle O-
glykosidische Bindungsstellen, ähnlich der des Menschen (9 Bindungsstellen) und des Pavians 
(7 Bindungsstellen). Im Gegensatz dazu besitzen Ziege und Maus 21 bzw. 50 solcher 
Glykosilierungsstellen (Pradeep et al. 2011). Diese Bindungsstellen im C-Terminus befinden 
sich vor allem in den Serin/Threonin-reichen tandem-repeat Sequenzen. Hamsteroviductin 
enthält sechs solcher tandem-repeats bestehend aus jeweils 15 Aminosäuren (Malette et al. 
1995a). Im C-Terminus von Mensch, Pavian und Rhesusaffe findet man vier tandem-repeats, 
bei der Maus sogar 21 Sequenzen bestehend aus sieben sich wiederholenden Aminosäuren. 
Im Gegensatz dazu zeigt Oviductin von Rind, Schaf und Schwein nur unvollständige oder gar 
keine tandem-repeats (Malette et al. 1995b). Auch bei der Hauskatze liegen lediglich einige 
verkürzte tandem-repeats bestehend aus zwei bis drei Aminosäuren vor. Der Grad und die 
Zusammensetzung der gebundenen Kohlenhydratketten von Oviductin unterscheiden sich stark 
zwischen den Tierarten. Im Rind konnten insgesamt 16 Oligosaccharidketten bestehend aus 
Galaktose, Mannose, N-acteyl-D-Galaktosamin, Fukose und Sialinsäure identifiziert werden 
(Satoh et al. 1995). Beim Hamster finden sich vor allem O-glykosidisch gebundene 
Kohlenhydratketten mit endständigem N-acteyl-D-Galaktosamin bzw. N-acetyl-Neuraminsäure 
(Malette and Bleau 1993). Man vermutet, dass diese Heterogenität der Glykosylierung zwischen 
den Tierarten über die Verfügbarkeit bestimmter Glykosyltransferasen reguliert wird. Bei 
Hamster wird sowohl Oviductin mRNA als auch Protein während des gesamten Zyklus 
kontinuierlich exprimiert (Komiya et al. 1996). Allerdings findet man im Eileiter vom Hamster 
mehrere Varianten von Oviductin, deren Molekulargewicht zwischen 160 und 350 kDa liegt 
(McBride et al. 2004). McBride et al. konnten zeigen, dass die Aktivität spezifischer 
Glykosyltransferasen im Hamster zyklusabhängig reguliert wird und vor allem während des 
Proöstrus und Östrus ein hohes Level erreicht (McBride et al. 2005). Zu einem ähnlichen 
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Ergebnis kamen auch Carrasco et al.. Sowohl bei Schwein als auch bei Rind konnten sie 
während der frühen und späten Follikelphase eine höhere Enzymaktivität bestimmter 
Glykosidasen feststellen als in der Lutealphase (Carrasco et al. 2008a, Carrasco et al. 2008b). 
Die verschiedenen speziesspezifischen Effekte von Oviductin könnten nicht nur einer 
unterschiedlichen Zusammensetzung der Glykosylierung sondern auch einem sich ändernden 
Glykosylierungsmuster während des Zyklus zugrunde liegen. Über die Zusammensetzung der 
Kohlenhydratketten des felinen Oviductins gibt es noch keine Informationen. In unseren Studien 
konnten wir bei der rekombinanten Expression in CHO-Zellen mittels massenspektrometrischer 
Analyse Oviductinpeptide in verschiedenen höhermolekularen Proteinbanden identifizieren (70 
kDa, 85 kDa, 170 kDa). Ein Molekulargewicht des felinen glykosylierten Oviductins von ca. 170 
kDa stimmt mit einer Untersuchung von Robitaille and Bleau überein, die mit einem Antikörper 
gegen Hamsteroviductin ein Signal an ovulierten Eizellen bei der Katze nachweisen konnten. 
Isolierte Zonae mitsamt assoziierter Proteine wurden dort mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
führten zu einem Signal im Western Blot im Bereich von 160 kDa (Robitaille et al. 1988). 
Bei der Maus scheint die C-terminale Region von Oviductin eine biologische Rolle in der frühen 
Embryonalentwicklung zu spielen. Die Inkubation früher In-vivo-Mausembryonen (spätes 1-Zell-
Stadium) mit einem Antikörper gegen den C-Terminus von Kaninchenoviductin im 
Kulturmedium führt zu einem Arrest der Mausembryonen im 2-Zell-Stadium (Yong et al. 2002). 
Dieser Arrest kommt häufig bei in-vitro produzierten Embryonen vor. Als Ursache vermutet man 
einen fehlgeschlagenen Übergang von maternaler zu embryonaler Kontrolle der Entwicklung. 
Oviductin könnte bei der Induktion dieser „Umschaltung“ bei der Maus beteiligt sein.  
Die Ko-Inkubation von aufgereinigtem Oviductin und Rinderspermien erhöhen deren Viabilität 
und Motilität (Satoh et al. 1995). Behandelt man bovines Oviductin mit dem Enzym 
Neuraminidase werden die endständig an Oligosaccharidketten gebundenen Sialinsäuren 
entfernt und der biologische Effekt auf die Lebensfähigkeit boviner Spermien ist signifikant 
erniedrigt (Satoh et al. 1995). Sialinsäuren sind negativ geladen und durch ihre endständige 
Position prädestiniert für die Interaktion von Oviductin mit anderen Molekülen. Trotz dieser 
Hinweise auf eine potenzielle biologische Rolle des glykosylierten carboxyterminalen Bereichs 
von Oviductin sind die Mechanismen der Interaktion zwischen Oviductin und Gameten bzw. 
frühen Embryonen und die beteiligten Rezeptormoleküle völlig unklar.  
Im Gegensatz zu diesem höchst variablen Bereich, ist der N-Terminus von Oviductin zwischen 
allen Spezies stark konserviert (Aviles et al. 2010, Buhi 2002). Dieser Bereich weist zahlreiche 
Übereinstimmungen zu dem Enzym Chitinase auf, das in Bakterien und Fadenwurmlarven zu 
finden ist (Henrissat 1991). Chitinasen sind meist extrazellulär lokalisierte Glykoproteine und 
gehören ebenso wie Oviductin zur Familie der Glykosylhydrolasen. Oviductin besitzt keine 
Enzymfunktion, da im Bereich des möglichen aktiven Zentrums zwei Aminosäuren substituiert 
sind, die für die glykohydrolytische Aktivität notwendig sind (Malette et al. 1995b). Dies gilt für 
alle bisher untersuchten Oviductinsequenzen. Chitinasen besitzen einige „chitin-binding“ 
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Domänen, die ebenfalls eine hohe Übereinstimmung zu Oviductin zeigen. Mit diesen Domänen 
bindet das Enzym zum Beispiel an die Zellwand von Hefezellen, um Chitinfasern zu 
hydrolysieren (Kuranda and Robbins 1991). Chitin ist ein Polysaccharid aus N-
Acetylglucosamin-Einheiten und kommt nicht in Säugetieren vor. Allerdings enthalten die 
Proteine der Zona pellucida aller bis jetzt untersuchten Spezies N-Acetylglucosamin-Reste 
(Sinowatz et al. 2001), die als Liganden für Oviductinmoleküle dienen könnten. Dafür spricht, 
dass auch eine speziesübergreifende Interaktion zwischen Oviductin und Eizellen beobachtet 
werden konnte. So bindet bovines Oviductin auch an die ZP vom Schwein (Coy et al. 2008a) 
während humanes Oviductin an Hamstereizellen (Reuter et al. 1994) und Oviductin vom Pavian 
an humane Eizellen bindet (O´Day-Bowman et al. 1996).  
Ebenfalls im N-Terminus lokalisiert, ist bei der Katze eine potenzielle „heparin-binding site“. 
Solch eine Bindungsstelle für Heparin findet sich auch in der Oviductinsequenz vom Schwein 
(Buhi et al. 1996). Heparin ist ein Glykosaminoglykan und soll die Bindung von Oviductin an die 
ZP während des pre-fertilization hardenings stabilisieren (Coy et al. 2008a). Coy et al. 
beobachteten, dass die Modifikation der ZP durch die Eileiterflüssigkeit reversibel ist, wenn 
Eizellen nach der Inkubation mit Eileiterflüssigkeit und Heparin in ein Kulturmedium ohne 
Heparin umgesetzt wurden. In diesem Fall wurde die ZP umso schneller enzymatisch verdaut je 
länger die Eizellen in Heparin-freiem Medium waren. Zusätzlich konnte, nach der Entnahme der 
Eizellen, in diesem Medium das ungebundene Oviductin mittels SDS-PAGE und 
Massenspektrometrie identifiziert werden (Coy et al. 2008a). Die Reversibilität dieser 
schützenden Glykoproteinschicht scheint sinnvoll, denn zu einem späteren Zeitpunkt muss die 
ZP sensibel für proteolytische Enzyme sein, um das Schlüpfen der Blastozyste zu ermöglichen.  
 
Zusammenfassend kann man sagen, dass Oviductin als „bifunktionales“ Protein bezeichnet 
werden könnte. Auf der einen Seite eine stark konservierte Region mit kohlenhydrat-bindenden 
Domänen, die eventuell aus einer Familie prokaryotischer Enzyme stammen, sowie einer 
potenziellen Bindungsstelle für Heparin, die für die Stabilisierung einer Oviductin-Zona-Bindung 
verantwortlich sein könnte und auf der anderen Seite einen sehr variablen, spezies-spezifisch 
glykosylierten, mucin-ähnlichen Bereich, welcher durch umfangreiche Kohlenhydrat-
Seitenketten der Eizelle Schutz bieten könnte vor Proteolyse, Interaktion mit anderen 
Molekülen, Adhäsion an das Eileiterepithel oder Aktionen des mütterlichen Immunsystems. 
 
 
Expression des felinen Oviductins 
 
Die Expression von Oviductin scheint auch bei der Hauskatze sowohl auf mRNA- als auch auf 
Proteinebene östrogenabhängig zu sein. In der frühen Follikelphase, dem Proöstrus, steigt die 
Konzentration von Östrogen im Blut bei der Katze langsam an und erreicht ihr Maximum 
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während des Östrus bzw. der späten Follikelphase. Auf immunhistochemisch analysierten 
Gewebeschnitten sind in diesen beiden Phasen in den Drüsenzellen des Eileiterepithels 
angefärbte sekretorische Vesikel mit Oviductin zu sehen. Oviductin wird bei der Hauskatze 
sowohl in der Ampulle als auch im Isthmus synthetisiert. Auch beim Menschen wird Oviductin 
im gesamten Eileiter exprimiert (O´Day-Bowman et al. 1995). Im Gegensatz dazu konnte im 
Schaf das Protein nur im Trichter und in der Ampulle nachgewiesen werden (DeSouza and 
Murray 1995) und beim Schwein findet man in der Ampulle eine signifikant höhere mRNA-
Expression von Oviductin als im Isthmus (Buhi et al. 1996). 
Nach der Ovulation verändert sich bei der Katze die Morphologie des Eileiterepithels unter 
Einfluss von Progesteron und es ist in der Phase „frisch ovuliert“ keine Expression von 
Oviductin mehr nachweisbar. Bei der Hauskatze wird die Ovulation normalerweise erst durch 
den Deckakt induziert und es stellt sich die Frage, warum Oviductin in unseren Untersuchungen 
kurz nach der Ovulation bei den immunhistochemischen Untersuchungen nicht mehr 
nachweisbar war. In der Phase „frisch ovuliert“ sollte die Eizelle gerade erst den Eileiter erreicht 
haben und eine Interaktion mit Oviductin stattfinden. In der vorliegenden Arbeit wurden die fünf 
Zyklusphasen anhand der Morphologie der Eierstöcke eingeteilt, wobei die Phase „frisch 
ovuliert“ die Anwesenheit einer blutigen Ovulationsnarbe, eines corporae hämorrhagicae, 
erforderte. Eine ähnliche Einteilung findet man auch in einer Arbeit von Freistedt et al., in 
welcher der Einfluss von Jahreszeit und Ovarstatus auf die In-vitro-Produktion von 
Katzenembryonen untersucht wurde (Freistedt et al. 2001). Es gibt bei der Katze keinen 
Hinweis darauf, wie lange diese Ovulationsnarben auf dem entstehenden Gelbkörper zu finden 
sind. Allerdings zeigen eigene interne Studien, dass ein deutlicher corpora hämorrhagica nicht 
unbedingt bedeutet, dass die Ovulation erst wenige Tage her ist. Solche Ovulationsnarben 
waren selbst noch während einer bestehenden Trächtigkeit (ca. Tag 19) auf dem 
dazugehörigen Eierstock zu sehen. Das bedeutet, dass eventuell einige von uns als „frisch 
ovuliert“ klassifizierten Eierstöcke bzw. Eileiter eher als „luteal“ eingeteilt werden müssten. Bei 
der Hauskatze beginnt der Umbau der Follikelzellen zu aktiven Lutealzellen direkt nach der 
Ovulation. Schon ein bis zwei Tage nach der Ovulation kommt es durch die morphologischen 
und funktionellen Veränderungen am Follikel zu einem Anstieg der Progesteronkonzentration 
im Serum (Jewgenow et al. 2012). Die Synthese von Progesteron durch einen funktionellen 
Gelbkörper führt bei der Katze zu einer rapiden Atrophie und Dedifferenzierung des 
Eileiterepithels. Sekretorische Vesikel an den Drüsenzellen sind nach zwei Tagen unter 
Progesteroneinfluss nicht länger sichtbar (Bareither and Verhage 1981). Das heißt, dass 
wahrscheinlich in manchen Eileitern mit einer sichtbaren blutigen Ovulationsnarbe auf dem 
dazugehörigen Ovar die Progesteronsynthese schon so aktiv war, dass kein Oviductin mehr 
exprimiert wurde. Trotz der extremen Wirkung von Progesteron auf das Eileiterepithel und die 
Oviductinexpression bei der Katze, zeigt der zeitliche Ablauf von Paarung, Ovulation und 
Befruchtung, dass für die Gameten genügend Zeit bleibt, um mit Oviductin zu interagieren. 
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Schon ca. drei Stunden nach dem Deckakt findet man Spermien in der uterotubalen 
Verbindung, die bei der Katze als Spermienreservoir dient. Ungefähr 48 Stunden nach der 
Paarung erreichen die Spermien die Verbindung zwischen Isthmus und Ampulle, in welcher 
dann auch die Befruchtung stattfindet (Chatdarong et al. 2004). Zur Ovulation kommt es 25 bis 
32 Stunden nach der Paarung und ca. 48 Stunden später beginnt die Progesteronsynthese des 
Gelbkörpers. Felines Oviductin wird im gesamten Eileiter gleich stark exprimiert und 
synthetisiert. Das bedeutet, dass vor der Befruchtung ausreichend Zeit für eine mögliche 
Spermien-Oviductin-Bindung im Isthmus bleibt. Die Eizellen haben ebenfalls mindestens 20 
Stunden Zeit, um mit Oviductin zu interagieren bevor es in der Verbindung zwischen Ampulle 
und Isthmus zur Befruchtung kommt.  
 
 
Rekombinante Expression von felinem Oviductin 
 
Die rekombinante Expression von Oviductinpeptiden wurde bis jetzt vor allem für die Produktion 
spezifischer Antikörper angewendet, welche dann in funktionellen Versuchen eingesetzt wurden 
(McBride et al. 2004, Yong et al. 2002, Natraj et al. 2002). Außer der vorliegenden Arbeit, gibt 
es lediglich zwei weitere Studien über die rekombinante Expression von Oviductin für 
funktionelle Versuche. Janjanam et al. stellten Oviductin vom Wasserbüffel (Bubalus bubalis) 
rekombinant in E.coli her und untersuchten dessen Einfluss auf die Lebensfähigkeit von 
Spermien sowie die Akrosomenreaktion. Sie versahen das rekombinante Protein ebenfalls mit 
einem His-Tag und nach der Aufreinigung über IMAC erhielten sie aus einem Liter 
Bakterienkultur ca. 0,8 mg rekombinantes Oviductin (Janjanam et al. 2012). Dies stimmt in etwa 
mit unserer Ausbeute an felinem rekombinanten Oviductin überein. Aus einem Liter 
Bakterienkultur konnten wir ca. 1 mg aufgereinigtes Protein gewinnen. Mit dieser Methode kann 
rekombinantes Oviductin in größeren Mengen hergestellt werden. Da posttranslationale 
Modifikationen wie Glykosylierung in E.coli nicht stattfinden, bietet rekombinantes nicht-
glykosyliertes felines Oviductin die Möglichkeit, Eigenschaften des Proteins aufzudecken, die 
unabhängig von der Glykosylierung sind und möglicherweise eher durch die stark konservierte 
N-terminale Domäne vermittelt werden. Da in diesem Bereich eine hohe Sequenzhomologie 
zwischen den Spezies besteht, könnte man erwarten, dass sich auch die damit verbundenen 
Funktionen zwischen den Spezies ähneln. Um biologischen Effekte von Oviductin bzw. den 
Einfluss der Kohlenhydrat-Seitenketten untersuchen zu können, musste daher auch eine 
glykosylierte Variante hergestellt werden. 
Für die rekombinante Herstellung von glykosyliertem Oviductin wurden CHO-K1-Zellen mit 
einem eukaryontischen Expressionsvektor, der die Oviductinsequenz enthielt, transfiziert. Um 
eine stabile Transfektion zu erreichen, wurde dem Kulturmedium Hygromycin B zugegeben. 
Hygromycin B gehört zu den Aminoglycosid-Antibiotika. In eukaryontischen Zellen führt es zu 
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Lesefehlern während der Translation und hemmt damit die Proteinsynthese der Zelle. Das 
Antibiotikum dient als Mittel zur Selektion transfizierter Zellen, da der eingeschleuste 
Expressionsvektor pSecTag/HygroA eine Resistenz gegen Hygromycin B trägt. Obwohl die 
transfizierten Zellen erfolgreich kultiviert, passagiert und konserviert werden konnten, war die 
Ausbeute an sekretiertem, rekombinantem Oviductin sehr gering. Die massenspektrometrische 
Analyse der mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennten Proteinbanden aus dem Kulturmedium 
ergab nur einige wenige Oviductinpeptide, wobei man berücksichtigen muss, dass diese 
Peptide ausschließlich im N-Terminus von Oviductin lagen. Im C-Terminus wurden keine 
Peptide gefunden, da dieser Bereich höchstwahrscheinlich glykosyliert vorlag und damit eine 
Identifizierung mittels Massenspektrometrie sehr schwierig ist. Für die Herstellung von 
rekombinantem humanen Oviductin transfizierten Yang et al. HEK-293-Zellen mit humaner 
Oviductin-cDNA und ernteten rekombinantes Protein aus dem Kulturüberstand (Yang et al. 
2012). Der Überstand wurde zunächst aufkonzentriert und über eine 
Kationenaustauschchromatographie aufgetrennt. Die daraus gewonnenen Fraktionen mit 
Oviductin wurden nochmals aufkonzentriert und in einem letzten Schritt über eine Gelfiltration 
aufgereinigt. Die Herstellung rekombinanter Glykoproteine ist eine sehr umfangreiche Methode, 
bei der es mehrere Schwierigkeiten zu überwinden gilt. Bei der Produktion humaner 
rekombinanter Glykoproteine werden häufig CHO-Zellen eingesetzt da die genetische 
Manipulation dieser Zellen unproblematisch ist. Zudem entspricht das Glykosylierungsmuster 
meist dem des nativen humanen Glykoproteins (Morrison et al. 2000, Gu and Wang 1997). 
Allerdings fehlen im Glykosylierungsapparat von CHO-Zellen einige Enzyme, die für spezifische 
Glykosylierungsmuster notwendig sind. CHO-Zellen fehlt zum Beispiel die α2,6- 
Sialyltransferase, sie können nur α2,3-gebundene terminale Sialinsäurereste synthetisieren 
(Paulson et al. 1989). Rinderoviductin besitzt terminal gebundene Sialinsäuren (Satoh et al. 
1995) und die stabil transfizierten HEK-Zellen für die Produktion von rekombinantem humanen 
Oviductin zeigen eine Aktivität von α3- und α6-Sialytransferasen (Yang et al. 2012). Es ist 
wahrscheinlich, dass auch felines Oviductin endständige Sialinsäuren besitzt. Durch fehlende 
oder unvollständige Sialinsäurereste könnte es zu Veränderungen der biologischen 
Eigenschaften von Oviductin kommen. Um dem Glykosylierungsmuster von nativem felinen 
Oviductin näher zu kommen, müsste man zukünftig eventuell einen anderen Zelltyp wählen. 
Doch nicht nur die Zellen selbst, auch die Kulturbedingungen beeinflussen die 
Zusammensetzung und Struktur der Kohlenhydratseitenketten eines Glykoproteins (Yang and 
Butler 2000). Die potentiellen Glykosylierungsstellen können vollständig, teilweise oder gar nicht 
glykosyliert sein (Parekh and Patel 1992). Dies kann zu einer Reihe von Protein-Isoformen 
führen. In der vorliegenden Arbeit wurden die CHO-Zellen in einem vom Hersteller empfohlenen 
Medium kultiviert. Auch nach der Transfektion wurde dieses Medium inklusive Antibiotikum 
verwendet. Der Zellkulturüberstand wurde nicht auf Aktivität von Glykosidasen oder Proteasen 
getestet. Diese Enzyme werden bei der Zelllyse freigesetzt und können das sekretierte, 
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rekombinante Protein angreifen. Für die Ernte des Zellkulturüberstandes wurden die Zellen 
zudem 2-3 Tage in einem serum- und proteinfreien Medium kultiviert, um die Verunreinigung 
des Zellkulturüberstandes mit Serumproteinen gering zu halten. Diese suboptimalen 
Bedingungen und die fehlenden Proteaseinhibitoren aus dem fötalen Kälberserum könnten zu 
der beobachteten schlechten Ausbeute an rekombinantem Oviductin sowie einer 
postsekretorischen Modifizierung geführt haben. Um eine korrekte intrazelluläre Prozessierung 
der Oligosaccharide von Oviductin und die Sekretion in das Kulturmedium zu gewährleisten, 
sollten zukünftig die Bedingungen für die Zellen optimal gestaltet und eventuell auf die 
Verwendung eines serum- und proteinfreien Mediums verzichtet werden. Die Verunreinigung 




Funktionelle Versuche mit felinem Oviductin 
 
In den hier präsentierten funktionellen Versuchen wurde der Einfluss des rekombinanten nicht-
glykosylierten felinen Oviductins auf die Bindung zwischen Spermien und ZP, die In-vitro-
Produktion von Embryonen und die Genexpression in Blastozysten untersucht. Die Inkubation 
von felinen Spermien und einer Zonahälfte mit Oviductin führte zu einer signifikant höheren 
Anzahl gebundener Spermien als bei der zweiten Zonahälfte, die ohne Oviductin mit Spermien 
inkubiert wurde. Zu einem vergleichbaren Ergebnis kamen auch O´Day-Bowman et al., die 
ebenfalls mit einem Hemizona Assay den Einfluss von humanem Oviductin auf die Spermien-
Zona-Bindung untersuchten (O´Day-Bowman et al. 1996). Allerdings wurde in dieser Studie 
natives glykosyliertes Oviductin eingesetzt, welches aus Eileiterflüssigkeit gewonnen wurde. 
Zudem wurden die Zonahälften vor der Zugabe der Spermien für 24 h mit Oviductin 
vorinkubiert. O´Day-Bowman et al. konnten die Bindung von Oviductin an humane Eizellen 
mittels Immunofluoreszenz nachweisen, an den Spermien dagegen war kein Oviductin 
gebunden. Sie schlussfolgerten, dass die Bindung von Oviductin an die ZP entweder zu einer 
Modifizierung von Zonaproteinen führt und damit eventuell Rezeptoren bzw. Bindungsstellen für 
die Spermien frei werden oder dass Oviductin selbst mit seinen spezies-spezifischen 
Kohlenhydratketten die Interaktion zwischen Spermien und ZP vermittelt (O´Day-Bowman et al. 
1996). Im Gegensatz dazu binden beim Schwein signifikant weniger Spermien an die ZP, wenn 
die Eizelle vorher mit Oviductin inkubiert wurde (Coy et al. 2008a), was bei gleichbleibender 
Penetrationsrate die Polyspermie senkt. Beim Schwein führt der Kontakt von ovariellen Eizellen 
mit Oviductin aus der Eileiterflüssigkeit zu einer stark erhöhten Resistenz der ZP gegenüber 
Proteolyse (Coy et al. 2008a). Coy et al. vermuten, das die Bindung von Oviductin an die ZP 
dazu führt, dass sich durch die Glykosylierung des Proteins eine „Hülle“ um die Eizelle bildet, 
die Bindungsstellen für Proteinasen verdeckt. Gleichzeitig könnten beim Schwein, im 
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Gegensatz zu der Vermutung von O´Day-Bowman beim Menschen, die Bindungsstellen für 
Spermien „maskiert“ werden, was zu einer Spermienselektion und damit zu weniger 
Polyspermie führen würde. Beide Erklärungsansätze gehen davon aus, dass der Einfluss von 
Oviductin, egal in welche Richtung, vor allem über die spezifische Glykosylierung des Proteins 
vermittelt wird. In der vorliegenden Arbeit wurde der HZA dagegen mit rekombinantem, nicht-
glykosylierten Oviductin durchgeführt und es stellt sich die Frage, welche Mechanismen in 
diesem Fall zu einer erhöhten Spermienbindung an die ZP geführt haben. Felines Oviductin 
besitzt, wie Oviductin anderer Spezies auch, „chitin-binding“ Domänen. Damit könnte das 
Protein an die ZP binden und eventuell zu einer Veränderung der Oberfläche führen, wodurch 
die Spermienbindung beeinflusst wird. Eine andere Möglichkeit ist, dass felines Oviductin einen 
direkten Einfluss auf die Spermien hat. Bei der Durchführung des HZA wurde Oviductin zu der 
Spermiensuspension gegeben, dann wurden die Zonahälften von einem Waschtropfen in einen 
Tropfen mit Medium umgesetzt und die Spermien mit bzw. ohne Oviductin zugegeben. Die 
Spermien waren somit für ungefähr eine halbe Stunde dem Protein ausgesetzt, bevor es zum 
Kontakt mit den Zonahälften kam. Eventuell hat in dieser Zeit eine Interaktion zwischen 
Oviductin und der Spermienmembran stattgefunden, die die Eigenschaften der Spermien und 
die Bindung an die ZP beeinflusst haben könnte. Oviductine aller Spezies haben im N-
terminalen Bereich zwei potenzielle CRAC-Domänen (cholesterol recognition and/or interaction 
amino acid consensus domains). Diese CRAC-Domäne findet man auch in dem Protein PDC-
109, welches im Seminalplasma von Rindern vorkommt (Scolari et al. 2010). Die Interaktion 
zwischen PDC-109 und der Spermienmembran bewirkt eine Freisetzung von Cholesterol. 
Dadurch kommt es zu einer erhöhten Fluidität der Membran, die unter anderem für die 
nachfolgende Akrosomenreaktion notwendig ist (Cross 1998). Janjanam et al. fanden heraus, 
dass Spermien vom Wasserbüffel, die mit rekombinantem nicht-glykosylierten Oviductin 
inkubiert wurden, nach drei Stunden Inkubation eine höhere Viabilität besaßen als die 
Kontrollgruppe ohne Oviductin. Gleichzeitig fanden sie in dieser Gruppe nach zwei Stunden 
Inkubationszeit eine größere Anzahl akrosomenreagierter Spermien (Janjanam et al. 2012). Die 
gleichen Reaktionen konnten beobachtet werden, wenn Spermien mit Eileiterflüssigkeit, das 
heisst mit nativem glykosylierten Oviductin, inkubiert wurden (Kumaresan et al. 2005). Diese 
Veränderungen könnten durch eine Bindung von Oviductin an die Spermienmembran mittels 
der CRAC-Domäne induziert worden sein. 
Zahlreiche Studien beschreiben einen positiven Effekt von Oviductin bzw. Eileiterflüssigkeit auf 
Befruchtungsraten beim Rind (Martus et al. 1998, King et al. 1994), Teilungs- und 
Blastozystenraten beim Schwein (Lloyd et al. 2009, McCauley et al. 2003) oder die 
Embryonalentwicklung bei der Ziege (Pradeep et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit hatte die 
Zugabe von rekombinantem Oviductin während der IVF bei der Katze dagegen keinen Einfluss 
auf Teilungs-, Morula- oder Blastozystenraten. Diese Ergebnisse stimmen mit einer aktuellen 
Studie überein, bei welcher der Effekt der Eileiterflüssigkeit auf IVF, Embryonalentwicklung und 
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Genexpression der Blastozysten beim Rind untersucht wurde (Cebrian-Serrano et al. 2013). In 
dieser Studie wurden die Eizellen vor der IVF für 30 Minuten mit Eileiterflüssigkeit inkubiert. 
Zwar war die Sensitivität der ZP dieser Eizellen gegenüber Pronase signifikant erniedrigt, was 
für ein „hardening“ der Zona durch Oviductin spricht (Coy et al. 2008b), doch hatte die Bindung 
von Oviductin an die Eizellen keinen Einfluss auf Befruchtungs-, Teilungs- oder 
Blastozystenraten. Bei einer anderen Untersuchung am Rind wurden die Eizellen vor der IVF 
für eine Dauer von zwei Stunden mit Oviductin inkubiert, was zu einer signifikant höheren 
Befruchtungsrate führte (Martus et al. 1998). Bei unseren Studien wurde Oviductin während der 
IVF für ungefähr 18 Stunden zu Eizellen und Spermien gegeben. Es ist wahrscheinlich, dass 
die Gameten in-vivo schon vor der Befruchtung unabhängig voneinander Kontakt zu Oviductin 
haben und potenzielle Modifikationen stattfinden können. Hier könnte man in zukünftigen 
Versuchen Katzeneizellen und/oder Spermien schon vor der IVF mit Oviductin vorinkubieren 
oder auch die Zugabe des Proteins bis in die Embryokultur verlängern. Beim Schwein wurden 
die Zygoten nach der IVF (mit Oviductin) für weitere 48 h in Oviductin-haltigem Medium 
inkubiert. Dies führte zu erhöhten Teilungs- sowie Blastozystenraten (Kouba et al. 2000). Der 
gleiche embryotrophe Effekt von Oviductin zeigte sich, wenn Oviductin erst nach der IVF zum 
Medium gegeben wurde (McCauley et al. 2003). McCauley et al. vermuteten, dass Oviductin 
einen stimulierenden Effekt auf den Metabolismus der Embryonen haben könnte. Bei allen 
Überlegungen muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass in den vorliegenden 
funktionellen Experimenten rekombinantes felines Oviductin ohne jegliche Glykosylierung 
eingesetzt wurde. Auch wenn das rekombinante Protein bei der Katze einen Effekt auf die 
Bindung zwischen Spermien und ZP hat, könnte es sein, dass nicht-glykosyliertes Oviductin 
nicht in der Lage ist, seine potenzielle Wirkung auf die Befruchtung und/oder embryonale 
Entwicklung auszuüben. Um eine mögliche Wirkung von rekombinantem Oviductin auf die 
Expression von Genen in den Embryonen zu untersuchen, wurden die aus den funktionellen 
Versuchen entstandenen Blastozysten einzeln untersucht. Mittels RT-qPCR wurde die 
Genexpression folgender entwicklungsbiologisch relevanter Gene analysiert: Heat shock 
protein 70 (HSP70), BCL2 associated X protein (BAX), Octamer binding transcription factor 4 
(OCT4), DNA methyltransferases 1 and 3A (DNMT1 and DNMT3A), Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), Insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R) und Gap 
junction protein alpha 1 (GJA1). Blastozysten, die aus einer IVF mit Oviductin entstanden, 
zeigten, bis auf eine Ausnahme, keine Veränderung in ihrem Expressionsmuster im Vergleich 
zur Kontrollgruppe. Die Expression von GJA1 war in diesen Blastozysten signifikant höher als in 
den Blastozysten, die sich aus einer IVF ohne Oviductin entwickelten. GJA1 ist ein 
Transmembranprotein, welches als Marker für die Qualität von Embryonen dient (Wrenzycki et 
al. 1996). Bei Rinderembryonen steigt die Expression dieses Gens während der Entwicklung 
vom 8-16-Zellstadium zur Blastocyste in-vivo stark an, wohingegen sie bei In-vitro-Embryonen 
auf einem niedrigen Level bleibt (Lonergan et al. 2003). Dies zeigt sich auch in einer Studie von 
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Lloyd et al., bei welcher unter anderem die Expression von GJA1 bei Rinderblastozysten Grad 1 
bzw. Grad 2 (morphologische Einteilung laut IETS – International Embryo Transfer Society-
Standard) analysiert wurde (Lloyd et al. 2009). Die „besseren“ Grad 1 Blastozysten zeigten eine 
signifikant höhere Expression von GJA1 als die Grad 2 Blastozysten. Das Bax-Gen kodiert für 
ein Protein, das die Einleitung der Apoptose beschleunigt und wird in bovinen In-vivo-
Embryonen stärker exprimiert als in In-vitro-Embryonen (Rho et al. 2007). In unseren 
Untersuchungen hatte die Zugabe von Oviductin während der IVF keinen Einfluss auf die 
Expression von BAX. Dieses Ergebnis stimmt mit Studien am Rind und am Schwein überein, 
bei denen die Inkubation ovarieller Eizellen mit Eileiterflüssigkeit vor der IVF ebenfalls keinen 
Einfluss auf die Expression von BAX hatte (Cebrian-Serrano et al. 2013, Lloyd et al. 2009). 
Beim Rind blieb die Expression von DNMT3A, wie auch in unseren Untersuchungen, ebenfalls 
unverändert (Cebrian-Serrano et al. 2013). Eine Veränderung der mRNA-Level durch die 
Vorbehandlung der Eizellen mit Eileiterflüssigkeit zeigte sich beim Rind in der Expression des 
SOD2 Gens (mitochondrial superoxid dismutase 2) und beim Schwein in der Expression des 
TFAM Gens (mitochondrial transcription factor A). In beiden Fällen war die Expression in den 
Blastozysten der Behandlungsgruppe signifikant höher als in den Blastozysten der 
Kontrollgruppe. Bei jeder Zellteilung muss sich auch der Gehalt an Mitochondrien verdoppeln, 
damit den entstandenen Tochterzellen eine funktionierende Atmungskette und wichtige 
Stoffwechselfunktionen zur Verfügung stehen. TFAM spielt dabei eine wichtige Rolle in der 
Initiation der Replikation und Transkription von mitochondrialer DNA (Fisher and Clayton 1985). 
SOD2 kodiert für ein Protein, das in der Mitochondrienmatrix reaktive Sauerstoffmoleküle 
neutralisiert und abbaut (Holley et al. 2010). Die Expression dieser beiden Gene in frühen 
Embryonen könnte ein Indikator für die Aktivität der Mitochondrien sein und damit auch als 
Qualitätsmarker dienen (Ramalho-Santos et al. 2009, Rizos et al. 2002). Es wäre interessant zu 
wissen, ob eines dieser Gene auch bei der Katze durch Oviductin beeinflussbar ist und sollte 
daher in zukünftigen Studien untersucht werden.  
 
 
Schlussfolgerung und Ausblick 
 
Das Glykoprotein Oviductin wird bei der Hauskatze abhängig vom Zyklus exprimiert und 
synthetisiert. Vermutlich unter dem Einfluss von Östrogen, findet man während des Östrus bzw. 
in den Follikelphasen maximale mRNA-Kopien und die Drüsenzellen des Eileiterepithels  
produzieren zahlreiche sekretorische Vesikel, aus welchen Oviductin in das Lumen des Eileiters 
abgegeben wird.  
Die Expression eines rekombinanten glykosylierten Proteins gestaltete sich schwierig und die 
Ausbeute ist mit der aktuellen Methode noch sehr gering. Der Einsatz von nativem Oviductin 
oder gespülter Eileiterflüssigkeit während der IVP zeigt bei mehreren Tierarten eindeutig 
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positive Effekte auf Befruchtung, Teilungsraten oder frühe Embryonalentwicklung. Dies sollte 
unbedingt auch bei der Hauskatze noch untersucht werden. Um für zukünftige funktionelle 
Versuche unabhängig von schwer verfügbarem Probenmaterial zu sein, muss die rekombinante 
Expression von Oviductin in einer eukaryontischen Zelllinie weiter optimiert werden. Der Einsatz 
von nicht-glykosyliertem Oviductin im Hemizona Assay zeigte einen Einfluss des Proteins auf 
die Bindung zwischen Spermien und Zona pellucida, welcher unabhängig von der 
Glykosylierung ist und damit wahrscheinlich über den N-terminalen Bereich von Oviductin 
vermittelt wird. Die Methode zu Herstellung des nicht-glykosylierten Oviductins ist etabliert und 
bietet die Grundlage für weitere Studien hinsichtlich der Funktion(en) der ausgeprägten 
Glykosylierung von Oviductin. 
Der Einsatz von rekombinanten Proteinen in funktionellen Versuchen bietet auch für die In-vitro-
Produktion von Embryonen bedrohter Katzenarten die Möglichkeit, positive Effekte von 
Oviductin zu nutzen. Es ist wahrscheinlich, dass sich die Oviductinsequenzen zwischen den 
verschiedenen Katzenarten nicht sehr stark unterscheiden, was durch Alignments der 
Sequenzen überprüft werden kann. Daher sollte es möglich sein, felines rekombinantes 
Oviductin von der Hauskatze auch in der IVP von wildlebenden Arten einzusetzen. Eine weitere 
Überlegung in eine ganz andere Richtung wäre der Einsatz von Oviductin-Antikörpern als 
Maßnahme zur Kontrazeption bei verwilderten Hauskatzen. Allein in Deutschland geht man 
derzeit von ca. 8 Millionen und weltweit von mehr als einer Milliarde (einschließlich verwilderte 
Katzen) Tieren aus (Hunter and Barret 2012). Verwilderte Populationen reproduzieren sich in 
unterschiedlichsten Habitaten sehr gut. Das Unterbinden der Reproduktion durch operative 
Methoden wie der Kastration aber auch Methoden wie die Umsiedlung von Tieren werden 
angewendet, um Populationen zu kontrollieren und auch um die Euthanasie von Katzen zu 
verhindern (Sparkes et al. 2013). Man könnte sich vorstellen, dass die Impfung weiblicher 
Hauskatzen mit Antikörpern gegen Oviductin zu einer entzündlichen Immunreaktion im Eileiter 
führt und dadurch das Gewebe dauerhaft oder zum Zeitpunkt des Östrus so geschädigt wäre, 
dass eine Befruchtung nicht stattfinden kann, beziehungsweise, dass es zu einer dauerhaften 
Verklebung der Eileiter kommt, die die Passage von Spermien und/oder Embryonen verhindert. 
Hierbei handelt es sich natürlich erst einmal um rein theoretische Gedanken. Solche Methoden 
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